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Rinderplasma-Albumin wurde bei seinem isoelektrischen Punkt gelost und in einer Unterschich-
tungszelle ultrazentrifugiert. Die mit Philpot-Svensson-Optik und Phasenplatte gewonne-
nen Sedimentationskurven wurden nach der Svepserc-Methode ! (Sv.M.), nach der Maximalgradien-
ten-Methode 2 (Mg.M.) und nach der Drei-Punkte-Methode 2 (D.P.M.) ausgewertet.

Die klassische Svedberg-Methode liefert die Sedimentationskonstante s ; mit den beiden
neuen Methoden kann man auf einfache Weise unmittelbar den Quotienten s/D sowie gleichzeitig und
aus denselben MeBgroBen die Sedimentationskonstante s und die Diffusionskonstante D erhalten.
(Die Bestimmung des zweiten Momentes der Sedimentationskurve, wie bei der ArcaiBaLp-Methode 3
ist dabei nicht erforderlich.)

Nach Sv.M. und Mg.M. ergab sich der gleiche Wert fiir die Sedimentationskonstante. Nach der
D.P.M. wurde eine um etwa 11% groBere Sedimentationskonstante erhalten. Diese Abweichung
beruht vermutlich auf einem bei der D.P.M. leicht unterlaufenden systematischen Mef3fehler.

Der mittlere Fehler der nach Svedberg bestimmten Sedimentationskonstante betrug + 2,7%.
Etwa sechsmal groBer war der mittlere Fehler von s und s/D bei der Mg.M., nimlich * 17%, trotz
annihernd gleicher MeBgenauigkeit bei Sv.M. und Mg.M.

Es scheint, daf3 die neuen Methoden schirfere und eindeutigere Sedimentations-Kurven erfordern
alssiemitdem Philpot-Svensson - System bisher im allgemeinen erhalten werden konnen.

Eine Aussnahme macht dabei die nach der Mg.M. bestimmte Diffusionskonstante D, deren mitt-
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Vergleich zwischen der Svedberg-, der Maximalgradienten- und der
Drei-Punkte-Methode zur Auswertung der mit Philpot-Svensson-Optik

lerer Fehler hier 1,2% betrug.

Aus der mathematischen Analyse des Sedimenta-
tions-Vorganges in der Ultrazentrifuge wurden neue
Methoden abgeleitet, nach denen man die zur Be-
rechnung des Molekulargewichts nétigen Konstanten
s und D und unmittelbar den Quotienten s/D aus den
experimentellen Kurven der Ultrazentrifuge bestim-
men kann2 Die praktische Durchfiihrung dieser
Methoden soll hier an Albumin als Beispiel gezeigt
werden.

Der Versuch wurde mit der luftgetriebenen und
mit einer Phasenplatte ausgeriisteten Phywe-Ultra-
zentrifuge in einer Unterschichtungszelle durchge-
fiihrt. Aus den gewonnenen Gradientenkurven der
Philpot-Svensson-Optik wurden die Kon-
stanten s und D nach den neuen Methoden ermittelt
und zum Vergleich auBerdem die Sedimentations-
konstante s nach der iiblichen Svedber g- Methode
bestimmt .

* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft.

1 T. Sveoeerc u. K. O. Pepersen, Die Ultrazentrifuge, Verlag
von Theodor Steinkopff, Dresden und Leipzig 1939.

I. Theoretische Grundlagen
Svedberg-Methode (Sv.M.)

Die Bestimmung der Sedimentationskonstante s nach
SvepBERG beruht auf der bekannten Gleichung !:

Bt=Inrmax—Inr, 1)
bzw.
log rmax=0,4343 s w?t+logry,

wobei rmax=Abstand des maximalen Brechungsindex-
Gradienten vom Rotationszentrum.

Maximalgradienten-Methode ‘(Mg.M.)
und Drei-Punkte-Methode (D.P.M.)

Aus der mathematischen Analyse des Sedimentations-
Vorganges in der Ultrazentrifuge 2 ergibt sich:

Wenn eine ideale Losung eines einheitlichen, ungela-
denen (bzw. beim isoelektrischen Punkt befindlichen)
Hochpolymeren bei konstanter Temperatur in einer
Unterschichtungszelle mit konstanter Winkelgeschwin-
digkeit w rotiert, und die Schichtgrenze weder durch

2 M. Genatia, Kolloid-Z. 167, 1 [1959].
3 W. J. Arcrisavp, J. physic. Colloid Chem. 51, 1204 [1947].
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den Meniskus noch durch den Zellboden gestort wird,
dann kann man die Anderung der optischen Dichte in
der Schichtgrenze lings der Zelle, die Brechungsindex-
Gradienten dn/dr, bei den Abstinden r vom Rotations-
Zentrum zur Versuchszeit ¢ mit folgender Gleichung an-
geben:

dn Ange=Btr, (o2 €26t 4-r2) 2rryebt
=70 " Vexp.{— I L

dr 2Dat 4Dat 4Dat
(2)
Hierbei ist:
Any = Unterschied zwischen dem Brechungsindex

des Losungsmittels und dem Brechungsindex
der unterschichteten Losung zu Beginn des
Versuchs.

To = Abstand der Schichtgrenze vom Rotations-
zentrum zur Versuchszeit t=0.

D = Diffusionskonstante des gelosten Stoffes.

B = w?s (s=Sedimentationskonstante des ge-
losten Stoffes). ;

a = (e2t-1)/(28¢).

S 22k+1
L(2z) = k=0k!sz)! (Komplexe Bessel-Funk-

tion Ordnung 1)
Fir nicht allzu kleine Molekeln und nicht zu lange
Versuchsdauer kann man Gl. (2) durch die Néhe-
rungsgl. (3) ersetzen:

(%) __Adnge—28t exp.{ (ro eBt—r) 2} ( ) eﬂt)‘/x‘ 3)

@GnaDat)l 4Dat r
Aus der Gl. (3) wurde die Maximalgradienten-Methode
(Mg.M.) und die Drei-Punkte-Methode (D.P.M.) ab-
geleitet, die die Bestimmung der Konstanten s und D
sowie unmittelbar der GroBe s/D aus den experimentel-
len Gradientenkurven-Aufnahmen der Ultrazentrifuge
ermoglichen:

Mg.M.

Da der Abstand r des maximalen Brechungsindex-
Gradienten (dn/dr)max=H vom Rotationszentrum unter
den iiblichen Umstinden fast gleich r, ef? ist2, ergibt
sich aus Gl. (3) fiir (dn/dr) max=H der Ausdruck:

dn . Ange2pt g

(‘dj)max =H~ “@aDan (B=w?s). 4)
Daraus folgen die beiden Funktionen h und g2, die die
Beziehung zwischen dem aus der experimentellen Gra-
dientenkurve feststellbaren Maximalgradienten H bei
der Versuchszeit ¢t und den gesuchten Konstanten s und
D darstellen:

h=(—j:)2—H2 =const-H? = %% —5w2%,
0.

5
4z o 2 1 s 8 )
g= (Ano)—fH t=const-H?t= 50 —-Sw ot

h- und g-Funktion sind Geraden mit const-H? bzw.
const- H? ¢ als Ordinate und 1/t bzw. t als Abszisse.

Aus der Neigung der h-Gerade ist D und aus ihrem
Ordinatenabschnitt bei 1/t=0 (d.h. t=00) ist s/D zu
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errechnen. Aus der Steigung der g-Gerade ist s/D und
aus ihrem Ordinatenabschnitt bei t=0 ist D zu errech-
nen.

D.P.M.

Aus Gl. (3) lassen sich folgende Ausdriicke fiir s/D
und s ableiten:
S o 92:1(73"(""2‘—270)—93:2(’24‘7’1”7_270)—‘
- © _2[ P T J (6)
g2:1(r3+ 72) — g5:2(ra+11)
2ro(92:1— 93:2)

eSwtt —

) (7

wobei bedeutet:

In[ () Y2(dn/dr) o/ (ry) /2 (dn/dr) ]
(re—ry) ’

In[ (ry) 2(dn/dr) 3/ (rs) /2 (dn/dr),]
(rg—r3) )

Die Indexzahlen 1, 2 und 3 beziehen sich auf drei
beliebige, nicht weit auseinander liegende Punkte auf
der experimentellen Gradientenkurve zur selben Zeit ¢.

Mittels dieser drei Punkte kann man die Konstanten
s und s/D errechnen, indem man die diesen drei Punk-
ten in der Zelle entsprechenden Abstidnde ry, r, und rg
vom Rotationszentrum und die Gradienten (dr/dr),,
(dn/dr), und (dn/dr)4 durch Ausmessen der Gradienten-
kurve feststellt.

ga:1 =

g3:2 =

II. Durchfiihrung des Versuches

Rinderplasma-Albumin (Crystallized Bovin-Plasma-
Albumin, Armours Lot. No. 67 808) wurde drei Monate
vor dem Versuch in einer Konzentration von 0,56 g/
100 ml in Essigsdure-Natriumacetat-Puffer mit Natrium-
chlorid (0,03-m. Essigsdure, 0,02-m. Natriumacetat,
0,15-m. Natriumchlorid, pm 4,4) gelost. Die optischen
Dichten der Lésung und des Losungsmittels wurden mit
dem A bbé-Refraktometer bei etwa 21 °C gemessen.
Die Differenz, 4n,, ergab sich zu 9,5-1074.

Der Versuch wurde mit der luftgetriebenen Phywe-
Ultrazentrifuge mit Philpot-Svensson-Optik
und Phasenplatte durchgefiihrt. Eine 1,2 cm dicke, 4°
winkelige, sektorformige Unterschichtungszelle wurde
benutzt, deren obere Kante vom Rotationszentrum einen
Abstand von 6,07 cm hat.

Es wurde eine Rotorgeschwindigkeit von 29 400 UpM
angewandt. Bei etwa 3000 UpM fand die Unterschich-
tung des Losungsmittels mit der Losung statt. Fiir die
Beschleunigung von O auf 29400 UpM wurden bei
konstantem Druck der Treibluft 270 Sek. bendtigt.
Ein Drittel hiervon =90 Sek. wurde als die ,,wahre“
Sedimentationszeit ¢ angenommen.

Von der Sedimentierung wurden insgesamt 32 Auf-
nahmen der Gradientenkurve innerhalb von rund 90 Min.
im Abstand von etwa 3 Min. mit einer Belichtung von
15 und 30 Sek. gemacht (Abb. 1).

Die Rotortemperatur schwankte wiahrend des Versuchs
zwischen 20,8 und 21,2 °C.



Abb. 1. Gradientenkurven-Aufnahmen. Rinderplasma-Albumin 0,56 g/100 ml in Essigsdure-Natriumacetat-Puffer mit Natrium-
chlorid, py 4,4. Unterschichtungszelle. 29 400 UpM, 21 °C. Philp ot- Winkel: Aufnahmen 1—4: 30°, Aufnahmen 8—32: 45°.
(Bei den ungerade numerierten Aufnahmen wurde 15, bei den gerade numerierten wurde 30 Sek. belichtet.)
Sedimentationsrichtung von rechts nach links.
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III. Die Auswertung der Gradientenkurven-
Aufnahmen

Es sollten im allgemeinen nicht allzu friihe Auf-
nahmen der Gradientenkurve ausgewertet werden.

Bei der Unterschichtung vermischen sich die Grenz-
zonen der beiden Fliissigkeiten etwas. Die Unter-
schichtung findet schon bei 3000 UpM statt. Wah-
rend der anschlieBenden starken Beschleunigung bis
zur gewiinschten konstanten Geschwindigkeit wei-
chen die Gradienten von den Ausdriicken der Gl. (2)
und (3) stark ab. Mit wachsender Versuchsdauer
fallen diese Anfangsfehler immer weniger ins Ge-
wicht. Deswegen sollten etwas spatere Aufnahmen
bei der Auswertung bevorzugt werden, wenn auch
die Anndherungsgl. (3) an sich nur fiir t=0 als
Interpolationsformel der exakten Gl. (2) abgeleitet
wurde.

Das Ausmessen der Gradientenkurven-Aufnahmen
erfolgte hier auf einfachste Weise, namlich mit einem
transparenten Lineal, wobei die hundertstel cm noch
geschitzt wurden. Zum Ausmessen wurden drei- und
zehnfache photographische Vergroferungen der
Aufnahmen hergestellt.

Die benutzten Apparatekonstanten
und VergroBerungsfaktoren

Sv.M. (Tab. 1)

Fir die Bestimmung der Sedimentationskonstante
s nach Svedberg nach Gl. (1) benotigt man die
Absténde rp,x des maximalen Brechungsindex-Gra-
dienten in der Zelle vom Rotationszentrum. Es war
hier:

Tmax = r,max/G +6,070 cm (8)

6,070 cm = Abstand ,obere“ Zellenkante vom Rota-
tionszentrum ;

7’ max = Abstinde vom Maximum der photogra-

phierten Gradientenkurve bis zum Bild der
,oberen®“ Zellenkante.

Diese Abstinde wurden auf den Photos in
cm ausgemessen (Tab. 1).

ist die radiale VergroBerung der Gradien-
tenkurve. (G gibt an, wieviel mal die Auf-
nahme der Gradientenkurve in radialer
Richtung, das ist in r’-Richtung, groBer ist
als der entsprechende wirkliche Abstand in
der Zelle.)

Mg.M. (Tab. 1)

Fir die Maximalgradienten-Methode bendétigt
man nach Gl. (5) die maximalen Brechungsindex-
Gradienten H = (dn/dr) pax -

G=6,12
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Es war hier:
Z’max (9)

dn
H= (;)max - Flatgtp
1=94,5 cm = ,,Optischer Hebel“, d. h. optischer Weg:
Zellenmitte-Phasenplatte ;

a=1,2cm = Zelldicke;

@=45° = ,Philpot-Winkel“, d. h. Neigung der
Phasenplatte;

Z siax = Lingen der maximalen Ordinate der

photographierten Gradientenkurve. Diese
Léngen wurden auf den Photos in cm
ausgemessen (Tab. 1);

F=5,61 = ist die VergroBerung der Gradienten-
kurve entlang der Gradienten-Koordinate,
d.h. in Richtung der Ordinaten Z'. (F
gibt an, wieviel mal die Ordinaten Z’ der
Gradientenkurve bei tg45°=1 groBer
sind als die entsprechenden wirklichen
Strecken (dn/dr) I a auf der Phasenplatte,
um die das Spaltbild dort — infolge
(dn/dr) in der Zelle — abgelenkt wird.)

Bei der Svedberg-Methode wird die photo-
graphierte Gradientenkurve also in radialer Richtung
(Abstidnde r'pax vom Maximum bis zum Bild der
»oberen“ Zellenkante), bei der Maximalgradienten-
Methode senkrecht dazu (Lingen Z’y,,, der maxima-
len Ordinate) vermessenv.Darum ist im ersten Falle
der radiale VergroBerungsfaktor G und im anderen
der VergroBerungsfaktor F langs der Gradienten-
Koordinate erforderlich, um aus den gemessenen
GroBlen die wahren Groflen zu berechnen. Bei der
Drei-Punkte-Methode mufl die Gradientenkurve so-
wohl in radialer Richtung (Abstinde r’;, r’y und 'y
von drei Punkten auf der Kurve bis zum Bild der
»oberen®“ Zellenkante) als auch senkrecht dazu (Lan-
gen Z, , Z, und Z; der Ordinaten dieser drei Punkte)
vermessen werden.

D.P.M.
Da in den Gl. (6) und (7) die Gradienten dn/dr

nur paarweise als Quotienten auftreten, kann man sie
dort in jedem beliebigen Mal einsetzen und braucht
die gemessenen Z, , Z, und Z; nicht erst nach Gl. (9)
in die Gradienten dn/dr umzurechnen. Darum ist fiir
die D.P.M. nur der radiale Vergroferungsfaktor G
notwendig, um aus den gemessenen r'y, r's und r’y
die wahren r nach Gl. (8) zu erhalten.

Nach der D.P.M. wurden hier zwei Gradienten-
kurven-Aufnahmen mit G = 18,16 (Nr. 13 u. Nr. 14)
und zwei Aufnahmen mit G=19,85 (Nr.16 u.
Nr. 31) ausgewertet, also etwa dreimal groBere Kur-
ven als bei der Sv.M.
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Die Bestimmung der Die Skalenaufnahme wurde photographisch noch
VergroBerungsfaktoren G und F weiter vergroflert und die Linge von 50 Strich-
abstinden in cm ausgemessen. Diese Linge ist G,

Zur Bestimmung des radialen VergroBerungs- da 50 Strichabstinde in Wahrheit=1 cm.
faktors G wurde anstatt der Unterschichtungszelle Zur Bestimmung von F, der Vergroflerung lings
eine , Einstellzelle“ bei stehendem Rotor, Platten- der Gradienten-Koordinate, wurde dieselbe Skala
halterstellung 1,6 und eingeschalteten Zylinderlinsen an der Stelle der Phasenplatte, mit den Skalenstri-
photographiert. Die Einstellzelle war mit dem beim chen senkrecht zum Spaltbild angebracht und mittels
Versuch benutzten Puffer gefiillt und enthielt eine der Zylinderlinsen bei Plattenhalterstellung 1,6

Skala mit Strichabstidnden von je 0,02 cm. photographiert. Auf der noch weiter photographisch
s nach Svedberg Maximalgradienten-Methode
2
VA = 1 1 _ b (h-Funktion)

log rmax = 0,4343 w?st + log r,

- 1 5w?s
2 — W i A i
Z2max t XD XD t  (g9-Funktion)
G =6.12 K Sl = 34,404

= (AngFlay (9,510-%5,61-94,5:1,2)2

h-Funktion g-Funktion
Auf- | Tmax = log Tmax Zmax = Zmax Zmax t

nahme ¢ 7'max | 'max/G + 6,070 t Z'max | Z'max/tg @ 1/t t

Nr. ‘ [sek] | [em] [em] ) [sek] | [em] [em] [sek—1] [sek]
|
| f 104 | -10-4

1 | = = - = == | — - = = = —

2 | — = — — — | — — — — — — _
3 : 840 | 3,35 0,547 6,617 0,82066 ‘; 840 | 4,20 7,27 52,85 | 11,905 | 4,439 840

£ | = | =] = — — = | = ~ - ===

5 1200 | 3,49 | 0,570 6,640 0,82217 1200 — fiir — — — —

6 — - — — — — — tg45° =1 — — — —
7 1440 | 3,53 0,577 6,647 0,82263 | 1440 | 5,40 ist 29,16 | 6,944 | 4,199 | 1440

8 — — — — — — — Z =7 — — — —
9 1860 | 3,53 0,577 6,647 0,82263 1860 | 4,65 - 21,62 | .5,376 | 4,021 | 1860
10 1920 | 3,54 0,578 = 6,648 0,82269 1920 | 4,70 22,09 | 5,208 | 4,241 | 1920
11 2100 | 3,55 @ 0,580 6,650 0,82282 | 2100 | 4,52 20,43 | 4,762 | 4,290 | 2100

12 | 2170 | 3,60 ' 0,588 6,658 0,82334 | 2170 — — — — —_
13 | 2340 | 3,69 0,603 6,673 0,82432 | 2340 | 4,20 17,64 | 4,274 | 4,128 | 2340
14 | 2520 | 3,73 ' 0,609 6,679 0,82471 | 2520 | 4,10 16,81 | 3,968 | 4,236 | 2520
15 | 2640 | 3,73 0,609 6,679 0,82471 2640 | 3,90 15,21 | 3,788 | 4,015 | 2640
16 | 2820 | 3,78 0,618 6,688 0,82530 2820 | 3,85 14,82 | 3,546 | 4,179 | 2820
17 3120 | 3,78 0,618 ' 6,688 0,82530 3120 | 3,58 12,82 | 3,205 | 4,000 | 3120
18 | 3240 | 3,80 0,621 ' 6,691 0,82549 3240 | 3,55 12,60 | 3,086 | 4,082 | 3240
19 | 3440 | 3,84 0,627 6,697 0,82588 3440 | 3,43 11,76 | 2,907 | 4,045 | 3440

20 | 3540 | 3,89 0,636 6,706 0,82646 | 3540 — — — — —
21 3720 | 3,97 @ 0,649 6,719 0,82730 | 3720 | 3,30 10,89 | 2,688 | 4,051 | 3720
22 | 3860 | 4,00 0,654 6,724 0,82763 | 3860 | 3,30 10,89 | 2,591 | 4,204 | 3860
23 | 4020 | 4,00 0,654 @ 6,724 0,82763 4020 | 3,15 9,92 | 2,488 | 3,988 | 4020
24 | 4140 | 4,02 0,657 | 6,727 0,82782 4140 | 3,11 9,67 | 2,415 | 4,003 | 4140
25 | 4380 | 4,03 0,658 | 6,728 0,82789 | 4380 | 2,97 8,82 | 2,283 | 3,863 | 4380
26 | 4510 | 4,03 0,658 6,728 0,82789 | 4510 | 2,97 8,82 | 2,217 | 3,978 | 4510
27 | 4680 | 4,05 @ 0,662 6,732 0,82814 | 4680 | 2,85 8,12 | 2,137 | 3,800 | 4680

28 | 4870 | 4,11 | 0,672 | 6,742 0,82879 | 4870 — — — — —
29 | 5040 | 4,15 | 0,678 @ 6,748 0,82918 | 5040 | 2,73 7,45 | 1,984 | 3,755 | 5040
30 | 5220 | 4,20 | 0,686 6,756 0,82969 | 5220 | 2,73 7,45 | 1,916 | 3,889 | 5220
31 5400 | 4,20 | 0,686 6,756 0,82969 | 5400 | 2,65 7,02 | 1,852 | 3,791 | 5400
32 | 5580 | 4,25 | 0,694 ; 6,764 0,83020 | 5580 | 2,62 6,86 | 1,792 | 3,828 | 5580

Tab. 1. Auswertung der Gradientenkurven nach der Svedberg- und der Maximalgradienten-Methode.
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vergroBerten Skalenaufnahme wurde die Lange von
30 Strichabstdnden in cm ausgemessen. Diese Lénge
geteilt durch 0,6 ist ', da 30 Strichabstinde in
Wahrheit 30:0,02 = 0,6 cm.

Die Gradientenkurven des Versuches wurden bei
derselben Plattenhalterstellung wie die Skala auf-
genommen und anschliefend auch bei derselben Ein-
stellung des VergroBerungsapparates wie die Skalen-
aufnahmen photographisch weiter vergrofert. Daher
galten die mittels der Skalenaufnahmen festgestellten
VergroBerungsfaktoren G und F auch fir die Auf-

nahmen der Gradientenkurven.

Die Auswertung nach der
Svedberg-Methode (Tab.1l, Abb.2)

Die Abstiande rp., wurden nach Gl. (8) aus den
gemessenen r p,, errechnet (Tab.1) und ihre Loga-
rithmen gegen die ,,wahre“ Versuchszeit ¢ aufgetra-
gen (Abb. 2). GemaB Gl. (1) sollen die gezeich-
neten Punkte auf einer Geraden liegen, aus deren
Steigung A log rypax/4t=0,4343 »?s, die Sedimen-
tationskonstante s und aus deren Ordinatenabschnitt
bei =0, logrpax=1logry, der Abstand ry der
Schichtgrenze vom Rotationszentrum zur Versuchs-
zeit t = 0 einfach zu berechnen ist.

Als Gerade, die den gezeichneten experimentellen
Punkten am besten angepafit ist, wurde die an-
gesehen, die man mittels Ausgleich nach der Methode
der kleinsten Quadrate erhilt. Die Rechnung lieferte
fiir s und ry:

s=4,7510"1310,13-10"8sec (£2,7%),
ro= 6,598 cm.

—? ‘y-fr"".—(.
-y o
K /‘ *
=
1000 2000 3000 4000 5000 6000
t Sekunden —>
Abb. 2. s nach Svedberg.
log rmax=0,4343 w? s t+log ry
®?=9,479-10%
04383 s = 3 l°jt’—m'~‘ = 1,954-10-6
(Steigung)

| $=4,75-10—13

logry = log rmax fiir t=0 = 0,81941
(Ordinatenabschnitt)

r,=6,598 |

60

50

w
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20

z

/./

M’i/j & (t Stkunden) (co<—t—>0) —>

s

”/co) (5000)(vo0u) (3000)| ~ (2000) | (1000)
) 270" g 5 ad gt  wwt 120
-0r 1/t Sekunder™ —>
Abb. 3. Maximalgradienten-Methode (h-Funktion).
72— 1 l _Sw* s
mxT KD ¢t K D
w?=9,479-10%, K=34,404,
1 AZ2% .,
— = = = 4,375-10¢
KD A1/t
(Steigung)
| D=664-10-7 |
Sw? s 2 -
- 2= =0 = —098
X D Zax fiir 1/t=0 3
(Ordinatenabschnitt)
S
— =7,14-10"7
E
5w?s = 1/t fiir Z2x=0 = 0,225-10—*
(Abszissenabschnitt)
| s=474-10-2
46-10¢
uy
:\ ole .
42 T \\.\. .
40 i o e ° TL‘\. .
0, o
38 h’\? * e T'\.°\
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t Sekunden —>
Abb. 4. Maximalgradienten-Methode (g-Funktion).
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Die Auswertung nach der
Maximalgradienten-Methode
(Tab.1; Abb.3 und 4)

Gl. (9) eingesetzt in Gl. (5) ergibt:

2 1 1 5 w? :
Lz = 3 N Tw % (h-Funktion), (10)
Z?nax t= flﬁ — STwZ —t (g-Funktion), (11)

4
o (dny Fla)?

und Zpax =2 max/tg @ .

Z pnax ist die auf jeder Gradientenkurven-Auf-
nahme in cm ausgemessene Linge der maximalen
Ordinate und wird dividiert durch tg @, den tg des
»Philpot-Winkels“, der bei der betreffenden
Aufnahme eingestellt war. (Falls alle Gradienten-
kurven-Aufnahmen eines Versuches bei demselben
Philpot- Winkel gemacht wurden, wird tg ¢ mit
in die Konstante K hineingenommen und statt Zp,

steht dann in Gl. (10) und (11) Z'pax )

In dem hier beschriebenen Versuch war ¢ stets
45° d.h. tgp=1 und infolgedessen Z'pax=Zpax
(Tab. 1). Die Z'y,x wurden gemessen von der inne-
ren Trennlinie der Kurve zwischen Dunkel und Hell
bis zur Basislinie. Die Basislinie wurde als Verlan-
gerung des unteren Randes der nichtabgelenkten
Phasengrenze gezeichnet. Die aus den gemessenen
Znax berechneten Z2,,, wurden gegen die reziproke
»wahre*“ Versuchszeit 1/t aufgetragen (h-Funktion)
und die berechneten Z2,,,, ¢ gegen die ,,wahre*“ Ver-
suchszeit ¢ (g-Funktion) (Abb.3 und 4). Gemifl
Gl. (10) und (11) sollen die gezeichneten Punkte

auf Geraden liegen, so da3:

1 . .
XD = Steigung von h=Ordinatenabschnitt von g
Sw?s : . :
S 7 M Steigung von g = Ordinatenabschnitt von A
Ba¥s = Ordmat.enabschn. veii B
Steigung
- Steigung
= "Ordimtenabed, 5"

(Die Ordinatenabschnitte, die man durch Extrapola-
tion der durch die experimentellen Punkte gelegten
h-Gerade nach 1/t =0, d. h. = o, und der g-Gerade
nach t =0 erhalt, haben zwar die angegebene mathe-
matische, aber keine reale physikalische Bedeutung,
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denn Z2,,, kann zur Zeit = oo nicht negativ, son-
dern nur null werden.)

Aus Steigung und Ordinatenabschnitt der Gerade
k oder g ist also mit Hilfe der Konstante K sowohl
D als auch s/D einfach zu berechnen. Hier war
K = (4 7)/(0,00095 - 5,61 - 94,5 - 1,2)2 = 34,404
(Abb. 3 und 4). Fiir die Berechnung von s wird, wie
oben ersichtlich, die Konstante K, die u. a. den Ver-
groBerungsfaktor F enthalt, nicht gebraucht, sondern
s ergibt sich einfach aus dem Verhiltnis von Ordina-
tenabschnitt zu Steigung bzw. von Steigung zu Ordi-
natenabschnitt der Gerade & bzw. g, d.h. aus den
Abszissenabschnitten. Die Sedimentationskonstante s
kann also nach der Mg.M. direkt, ohne dafl man erst
einen VergroBerungsfaktor ermitteln miifite, aus den
gemessenen maximalen Ordinaten Z,,, der photo-
graphierten Gradientenkurve bestimmt werden.

Als die den gezeichneten Punkten, Z2,,, gegen 1/t
und Z%,,, t gegen ¢, am besten angepafiten Geraden
wurden — wie bei der Sv.M. — wieder die betrach-
tet, die man mittels Ausgleich nach der Methode der
kleinsten Quadrate erhilt. Bei dem Ausgleich muBiten
aber hier den GroBen Z2,,, und Z2,,, ¢ ,,Gewichte“
zuerteilt werden. Fiihrt man die Ausgleichungen ohne
Gewichte durch, so bekommt man hier aus A- und g-
Funktion unterschiedliche Werte fiir 1/(K D),
(5w2s)/(KD) und 5 w?s.

Nach dem GaufBlschen Fehlerfortpflanzungs-
Gesetz hat die GroBe Z%,,x den mittleren Fehler
m(Z?) =2 3nax*m(Z) und die GroBe Z2,,.¢ den
mittleren Fehler m(Z%t) =2 Bnax -t m(Z); wobei
m(Z) den ,mittleren“ MeBfehler der gemessenen
maximalen Ordinate Z,, und PBpax die ,wahre“
maximale Ordinate zur Versuchszeit ¢ bedeutet. Da
angenommen werden kann, dafl m(Z) konstant, d. h.
unabhingig ist von Zy,, , und da 3y, mit fortschrei-
tender Versuchszeit wesentlich abnimmt, so nimmt
nach obigen Formeln auch der Fehler m (Z2) mit der
Zeit erheblich ab. Der Fehler m(Z2¢) nimmt da-
gegen mit der Zeit zu, da Bmax ¢ bei fortschreitender
Versuchszeit wichst.

Als ,,Gewichte“ hat man die Quadrate der rezi-
proken mittleren Fehler zu nehmen; also erhalten
die experimentellen Groflen Z2,,, die Gewichte
1/(3%max) und die experimentellen GroBen 22, ¢
die Gewichte 1/(3%nax??) (unter Weglassen un-
wesentlicher Proportionalitats-Faktoren).

In die bekannten Ausgleichformeln fiir die Stei-
gung und den Ordinatenabschnitt einer Geraden sind

also fiir die h-Gerade die Gewichte 1/(3%n.<) neben
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den experimentellen Werten Z%,,, und 1/¢ und fiir
die g-Gerade die Gewichte 1/(3%nax2) neben den
experimentellen Werten Z2,,,¢ und ¢ einzusetzen.
Wie zu erwarten ergibt sich dabei einerseits fiir die
Steigung von A und den Ordinatenabschnitt von g
und andererseits fiir die Steigung von g und den
Ordinatenabschnitt von A dieselbe Formel:

Steigung von h = Ordinatenabschnitt von g =

SR} VAl 1 VAL
1 _ 25 X T lE L

KD 1\ 1 1
(Z5) -2 25
Steigung von g = Ordinatenabschnitt von h =
1 VA 1 z?
sots DFi LB LFE L
KD — 1\ 1 1
(Z5) ~25 Zaw

B%max bzw. B%naxt sind die den experimentellen
Werten Z2%,,; bzw. Z%y,ct zeitlich entsprechenden
Werte auf der gesuchten Ausgleichgeraden. Da man
diese Ausgleichgerade ja aber erst mittels obiger
Formeln berechnen muf}, setzt man in die Formeln
zunichst angeniherte Werte ~ 3%, ein. Diese er-
hdlt man dadurch, da8 man entweder graphisch oder
durch Ausgleich ohne Gewichte eine Gerade durch

s w? _ (log Wy—log Wy) (rs+re—2 1) — (log W3—log W) (ra+r1—2710)

M. GEHATIA UND L. HUBNER

die experimentellen Punkte Z2,,,, legt. Von der mit
diesen ersten Werten ~ 3%y, nach obigen Formeln
berechneten Ausgleichsgeraden erhdlt man neue
Werte ~ 3%nax und wiederholt mit diesen die Aus-
gleichrechnung. Jeder Schritt dieses ,Iterations-Ver-
fahrens“ liefert neue, gegeniiber dem vorhergehen-
den Schritt korrigierte Werte fiir Steigung und Ordi-
natenabschnitt. Die Korrekturen werden bei jedem
Schritt kleiner. Man setzt das Verfahren solange fort,
bis die Korrekturen geniigend klein geworden sind.
Hier wurden nur zwei solche Schritte durchgefiihrt.

Die Rechnung lieferte fiir s/D, s und D sowie fiir
deren mittlere Fehler:

s/D=17,14-10"7 £1,22-1077 sec?/cm? (£17%),

s =4,74-10"13%0,81-10" 3 sec (£17%)

D =6,64-10"7 +0,08-10"7 cm?/sec (*1,2%).

Die Auswertung nach der
Drei-Punkte-Methode
(Tab.2,Abb.5a und 5b)

In den Gl. (6) und (7) sei:

ry—r
Tg—Try=Tg—Ty= 32 L=Ar

und (r) /%— —W. Da In(Ws/W,;)=04343 (log W,
—log W) ist, so gehen Gl. (6) und (7) iiber in:

D 0,4343 ry(4r)2

und

(log Wy—1log W) i”—;’—f) -

(12)

(log Wy—log Wy) -2+

eswtt —

ro[ (log Wy—log W) — (log W3—log Ws)]

Wie weiter vorn bereits dargelegt wurde, darf
man fiir W = (r)" (dn/dr) auch direkt einsetzen
W = (r)"*Z, wobei Z die dem Gradienten (dn/dr)
entsprechende Ordinate der photographierten Gra-
dientenkurve ist und r der Abstand dieses Gradien-
ten vom Rotationszentrum. Die Indexzahlen 1, 2 und
3 bezeichneten hier drei Abstinde vom Rotations-
zentrum zur selben Versuchszeit ¢, d. h. drei Punkte
auf der photographierten Gradientenkurve, die von-
einander den gleichen kleinen Abstand Ar” haben.

Um s/D und s aus den Gl. (12) und (13) berech-
nen zu konnen, braucht man also nur zu irgendeiner
Versuchszeit ¢ von drei Punkten auf der Gradienten-
kurve die r bestimmen und die Z messen. Bestimmt
man r und Z von mehr als drei Punkten, so erhalt

(13)

man auch mehrere Werte fiir s und s/D aus einer
einzigen Gradientenkurven-Aufnahme.

Hier wurden auf diese Weise die vier Gradienten-
kurven-Aufnahmen Nr.13 (¢=2340 Sek.), Nr. 14
(t=2520 Sek.), Nr. 16 (¢=2820Sek.) und Nr. 31
(t=5400 Sek.) ausgewertet. Bei Nr. 13 und Nr. 14
war die VergroBerung G =18,16 und bei Nr. 16 und
Nr. 31 war G =19,85.

In Tab. 2 und Abb.5a und 5b ist als Beispiel
die Auswertung der Kurven Nr. 13 und Nr. 31 ge-
zeigt.

Die Kurven wurden von der Aufnahme auf trans.
parentes mm-Papier durchgepaust, und zwar wurde
dabei die innere Trennlinie der Kurve zwischen Dun-
kel und Hell als maBgebliche Linie angesehen und
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"] 6=188
Zellkante
8,24=5 r=6070cm
6,070, .
g 8,16
4ar
—=—=dr
12547/ | 18,16
8 TR
Ar'=0,7cm
...... — .
r'em 132 9,0 0

a) Aufnahme Nr.13; G=18,16 t=2340 Sek.
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* Zellante

r-§070cﬂ1

o] 2l
6,07001“5 Fi

Ar . 4r

79,65

Jem

......

rem 165  Cgarer 0

b) Aufnahme Nr.31; G=19,85 t=5400 Sek.

G=Vergroflerung MefBzelle — Aufnahme.

Abb. 5. Auswertung der Aufnahmen Nr. 13 und 31 nach der D.P.M.
(s. hierzu Tab. 2).

abgezeichnet. Entsprechend wurde auch die Basis-
linie der Kurve als Verlangerung des unteren Ran-
des der nichtabgelenkten Phasengrenze gezeichnet.

Die Kurvenflache wurde dann auf dem mm-Papier
parallel zum Bild der oberen Zellkante in Zonen
von der Breite A4r'=0,7 cm geteilt. Dadurch ergab
sich auf der Kurve eine Reihe von Punkten, deren
Abstinde 7 von der oberen Zellkante und deren
Ordinaten Z (Absténde bis zur Basislinie der Kurve)
gemessen wurden (Spalten2 und 6 in Tab. 2). Aus
r’ wurde r berechnet [Gl. (8) r = (r'/G) + 6,070 cm].
Darauf folgte die Berechnung von s/D und s nach
Gl. (12) und (13), die im einzelnen aus Tab. 2 er-
sichtlich ist (als ry wurde das bei der Svedberg-
Methode festgestellte ry = 6,598 cm eingesetzt. Durch
Ausmessen der Aufnahme Nr.1 ergab sich kein
wesentlich anderer Wert).

Die Gl. (12) und (13) enthalten im Zahler Deter-

minanten der Ordnung 2. Eine Determinante der

Ordnung 2 ist z. B.:

a b
c d

Setzt man in den Gl. (12) und (13) an Stelle der
speziellen Indexzahlen 1, 2 und 3 fir drei aus-
gewidhlte Punkte die allgemeinen Indizes £—1, k
und £+1, so gehen Gl (12) und (13) iiber in
Gl (12a) und (13 a):

A= =ad—cbh.

sw? - __ik___, i :
D 04343 1,(dr)? [E2s]
und
esw’t - I a By o
ro[(log Wr—log Wi -1) — (log Wk +1—log Wk)]
(13 a)
Hierin sind 4% und By die Determinanten:
(log Wi —logWk-1) (rx  +7k-1—27)
Ar= 12b
. (log Wr+1—log Wk)  (tk+1+7k —2719) ( )
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sot

(410g W)y, (13 + 72—

279) — (4108 W)s,3 (73 + 71 —27,)

D

0,4343 7, (dr)?

1 2 3 | 4 5 6 | 7 ; 8 | 9 10 \ 1 12
‘ I or= L W= | logW  (logWlg_1ktre_1-2n| 4 4
unkt- 1 v / r vz | N Ty Ty
Pl‘?:t ; [c:n] | [gn/l(]; T TZeflck;ln]u r [cm] } Vr-z } i ‘ ‘ (G1.12b) 0'43427;;?;) @
| 186 + 6,070 ‘ | | ‘ + 13,196 A
; | r'/18, |-I- X | ! | ‘rg rE-1—13, ‘ o
Ay = | Ar = | 102|107
0,7 “0 ,7/18, 16 0,038546 f
1 9,0 | 0,4956 \ 6,5656 2,5623 1,25 3,2029 | 0,50555 ‘ | |
‘ |+ 0,54483 —0,0263 |
2. 9,7 | 6,6041 2,5698 4,37 | 11,2300 1,05038 | | 3,682 9,12
| ‘ + 0,34756 ‘ -+ 0,0508 ‘
3. 10,4 [ 6,6427 2,5773 9,70 | 24,9998 1,39794 ‘ 3,948 9,78
| | +0,00799 | +0,1279
4. 11,1 i 6,6812 2,5848 12,12 | 31,3278 @ 1,49593 | 4,136 10,25
i —0,16631 | <+ 0,2050
5. 11,8 | 6,7198 2,5923 8,24 | 21,3606 , 1,32962 | 2,034 5,04
| — 0,32810 + 0,2821
6. 12,5 6,7583 2,5997 | 3,86 | 10,0348 | 1,00152 1,994 4,94
—0,48845 | <+ 0,3592
7. 13,2 | 0,7269 6,7969 2,6071 1,25 3,2589 | 0,51307
7,834+ 1,17
r'[19,85 7:L 6,070 } 1’””‘-1—13'196} £
ar = f — _ 102 -107
0,7 |0,7/19,85 = 0,035264 ‘ ‘ ‘ |
1. 10,9 | 0,5491 6,6191 @ 2,5728 1,75 4,5024 ( 0,65345
i +0,29592 |+ 0,0775
2. 11,6 6,6544 2,5796 3,45 8,8996 | 0,94937 | ‘ 2,813 8,33
; ‘ + 0,20212 ‘ + 0,1480
3. 12,3 6,6896 2,5864 5,48 | 14,1735 | 1,15149 | T 2,255 6,68
! | 40,14603 | +0,2185
4. 13,0 6,7249 2,5933 7,65 | 19,8387 | 1,29752 | ‘ 3,198 9,47
i + 0,04687 = + 0,2891
5. 13,7 6,7602 2,6000 8,50 | 22,1000 | 1,34439 ! 3,650 10,81
| —0,06795 | + 0,3596
6. 144 ‘ 6,7954 2,6068 7,25 | 18,8993 | 1,27644 | 2,378 7,04
‘ —0,14739 =+ 0,4301
s 15,1 | 6,8307 2,6136 5,15 | 13,4600 | 1,12905 ‘ 1,875 5,55
—0,12515 | + 0,5006
8. 15,8 | 6,8659 2,6203 3,13 8,2015 | 0,91390 3,649 10,80
‘ — 0,31834 + 0,5711
9. 16,5 | 0,8312 6,9012 2,6270 1,50 3,9405 | 0,59556 | o
; | | 8,38 40,78
I
Tab. 2. Auswertung der Aufnahmen Nr. 13 und 31 nach der D.P.M.
und und 14 die Determinanten Bj; nach der Gl. (13 b)
ebildet. i i alten
(log Wi —log Wg_q) (r+rE=1) gebildet A}ls dfen zwei ersten Reihen der SR e 9
2 und 10 ergibt sich z. B. die folgende Determinante:
By = (13 b) +0,54483 ; —0,0263
(log Wk +1—1log W) &”2@ 27| 4034756 ; 40,0508

Aus jeweils zwei aufeinander folgenden Reihen
der Spalten 9 und 10 in Tab. 2 wurden nach der
Gl. (12b) die Determinanten A; und aus Spalten 13

(0,54483 -0,0508)

=3,682-1072.
Jede ausgewertete Gradientenkurven-Aufnahme

— (0,34756- —0,0263)

lieferte auf diese Weise einige Werte fiir s/D, s und
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2,
S0

(A10g Wyan (™ 57%) - (dlog Wy (

s+ 1
e

)

ro[(A10g W)y,y — (Al0g W)s,]

!

13(=9) | 14 ; 15 16 17 18 19 | 20 | 21 '
o . B i o
(Alg Wy p—1| metm— | (Alog Wya—1 | _BE_ _ | )= | log(@/ry | Spalte20 |
h k-1 ’L:g ! (@1, 1"3b)|—(Along):+1}r Sp. 16 Q‘ s ! P | 0,43430% Spalte 12
| i | =rg-eSW | S0 | 43435 w2t =8 =D
‘ f | log (/6,598)
| 6,59 1 6,598) | ——————
‘ - ] o | elesem | los (@ )j 9633 - 10°
‘ ‘ i . 102 | -10m ‘ . 107
| | | | |
+0,54483  6,5849 | ! } Aufnahme Nr. 13
1 | 1,3200 | 0,19727 6,6913 | 1,0141 0,608 631 | 692
+0,34756 | 6,6234 | 1 | G=18,16
| | 1,6664 024957 | 6,6771 | 1,0120 0,518 538 | 550 ¢— 92340 Sek.
+0,09799 | 6,6620 | , !
| 1,7645 | 0,26430 6,6761 | 1,0118 0,509 528 | 5,15 |(s. hierzu Abb. 5 a)
—0,16631 | 6,7005 \ ‘
| 1,0777 | 0,16179 6,6611 | 1,009 0,415 4,31 8,55
—0,32810 @ 6,7391 | ‘ 1
11,0680 0,16035 6,6604 | 1,0095 0,411 427 | 8,64
—0,48845 | 6,7776 | ‘ | ‘ ‘
i | '5,11+£0,38 | 6,95+ 0,73
| [ | [
1 : | | el6508 !log (Q/6,598) | %gé%? “
i ‘ . 102 . 1018 . 107 i
| | |
| |
i % i
+0,29592 | 6,6368 | ‘ 1 |
} 0,6329  0,09380 6,7473 | 1,0226 0,971 4,37 5,25
+0,20212 | 6,6720 | ‘ ;
| 03814 0,05609  6,7998 = 1,0306 | 1,300 580  g8gg | Aufnahme Nr.3l
+ 0,14603 | 6,7073 | | i | ¢=19,85
! | 0,6703  0,09916 6,7598 | 1,0245 1,051 4,73 4,99
+0,04687 = 6,7426 | ! t=5400 Sek.
| |
006105 | 67718 | 07758 011482 67567 | 1,0241 1,034 4,65 430 | hierzu Abb. 5 b)
10,5360 | 0,07944 | 6,7472 | 1,0226 | 0,971 4,37 6,21
—0,14739 68131 ; ‘ ‘
| 04565 | 0,06776 | 6,7370 | 1,0211 0,907 4,08 7,35
— 021515 6,8483 | ‘ 1 \ ‘ 1
10,6991 0,10319 6,7749 | 1,0268 1,149 517 479
—0,31834  6,8836 | 1 ‘
| 4,75+0,23 | 5,96 0,61 |

G =VergroBerung Mef3zelle — Aufnahme.

D . (Fir Aufnahmen Nr. 13 und Nr. 31 s. Tab. 2.)

Da das verwendete Albumin im wesentlichen als
einheitlich anzusehen ist, wurde fiir jede ausgewer-
tete Kurve aus den erhaltenen Einzelwerten ein
Mittelwert gebildet.

Diese Mittelwerte und den Gesamtmittelwert aus
den 23 Einzelwerten aller vier Kurven zeigt mit den
mittleren Fehlern Tab. 3.

®?*=9,479-10% (29 400 UpM). ry=6,598 cm.

Der Vergleich der Werte in Tab. 3 zeigt, daB} die
Ergebnisse aus den vier ausgewerteten Kurvenauf-
nahmen in den meisten Fallen nicht mehr voneinan-
der abweichen, als man auf Grund der angegebenen
Fehlerbreite erwarten darf. Nur der Wert 4,75 fiir s
von Aufnahme 31 ist etwas kleiner als es nach den
berechneten mittleren Fehlern noch erklarbar ware.
Es ist hier zu beachten, dal bei jeder Kurve fiir
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Aufnahme Nr. 13 Nr. 14 Nr. 16 * Nr. 31 | Nr.13,14, 16, 31

Anzahl i zZusammen
der
Werte 5 5 6 7 | 23
fiir Daraus Daraus Daraus Daraus Daraus
s/D-s-D Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert
s/D-10° 7,83 £ 1,17 (15%) 9,35+ 0,51 (5,5%) 8,92 + 0,25 (2,8%)/8,38 £ 0,78 (9,3%) 8,61 L 0,36 (4,2%)
sec?/cm? T 2,62 +1,14 3062 | 0 Tr174
§-108 5,114 0,38 (7,4%) 5,65+ 0,18 (3,29) 5,66 + 0,11 (1,9%) 4,75 + 0,23 (4,8%) 5,26 + 0,14 (2,7%,)
sec + 0,85 + 0,39 + 0,27 | + 0,61 | + 0,67
D-10° 6,95+ 0,73 (119) 6,11 +0,35 (5,7%) 6,37 + 0,20 (3,19) 5,96 + 0,61 (10%) 6,31 & 0,26 (4,1%)
cm?/sec | + 1,64 + 0,79 -+ 0,49 + 1,62 + 1,23

Tab. 3. Ergebnisse nach der Drei-Punkte-Methode (der zw
Einzeler,

eite mittlere Fehler bei jedem Wert ist der mittlere Fehler des

| Maximalgradienten-Methode

Drei-Punkte-Methode

Methode Svedberg-Methode
N
Formel log rmax = 0,4343 sw?t 4+ logr, |
Auswertung Aus 277 Aufnahmen:

1
KDt

Gl. (12a) u. G (13a)

szax -

gebnisses) .
|
[
|

7 Aus 22 Aufnahmen: Aus 4 Aufl;amhmen:

27 MeBwerte log rmax 22 MeBwerte Z%max 23 Werte s/D—s—D
gegen ¢ aufgetragen. gegen 1/t aufgetragen.
Ausgleichgerade Ausgleichgerade Mittelwerte
s/D - 107 ssecz/cm2 — ’ 7,14 + 1,22 (17%) ‘ 8,61 4+ 0,36  (4,29%)
| + 1,74
s+ 101 sec 4,75 4+ 0,13 (2,7%) 4,74 4+ 0,81 (17%) | 5,264+0,14  (2,7%)
+ 0,67
D - 107 cm?/sec — 6,64 + 0,08 (1,2%) 1 6,31 4 0,26 (4,19%)
i 1 + 1,23

Tab. 4. Vergleich zwischen den nach verschiedenen Methode
0,56 g/100 ml in Essigsiure-Natriumacet

sdamtliche gemessenen Ordinaten Z dieselbe Basis-
linie benutzt wird. Wurde die Basislinie bei einer
Kurve etwas zu hoch oder zu tief gelegt, so wirkt
sich dies auf samtliche aus der Kurve berechneten
Ergebnisse gleichartig aus. Dadurch konnen zwi-
schen zwei Kurven Differenzen entstehen, die nicht
auf den ,zufdlligen“ MeBfehlern beruhen, die mit
dem mittleren Fehler erfafit werden.

IV. Ergebnis und Diskussion

In Tab. 4 sind die nach den drei Auswertungs-
methoden gewonnenen Werte fiir s/D , s und D sowie
ihre berechneten mittleren Fehler zusammengestellt.

Die mittleren Fehler sind ein Maf} fir die Ge-
nauigkeit der angewandten Bestimmungsverfahren
(nicht einbegriffen evtl. mogliche ,,systematische®
Fehler). Ein mittlerer Fehler von z. B. 17% bei der
GroBe s/D bedeutet, daB8 der ,,wahre* Wert von s/D
mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit bis zu 17%

n berechneten Werten von s/D, s und D . Rinderplasmaalbumin,
at-Puffer mit Natriumchlorid, pyg 4,4, 21 °C.

groBer oder kleiner sein kann als er gerade bei die-
sem Versuch gefunden wurde.

Vergleicht man die Werte, die fiir die Sedimen-
tationskonstante s nach den beiden neuen Methoden
erhalten wurden mit dem Wert, der sich nach der
klassischen Svedberg-Methode ergab, so sieht
man:

Svedberg- und Maximalgradienten-Methode

lieferten praktisch denselben Wert fir s .

Wenn eine derart gute Ubereinstimmung der bei-
den Werte auch zufillig sein konnte, da die Un-
genauigkeit der Verfahren — besonders bei der
Mg.M. — wie der mittlere Fehler von s angibt, ziem-
lich grof} ist, so spricht dieses Ergebnis doch dafiir,
daf} die nach den beiden Methoden bestimmten s
identische GroBen sind, und daB die Formel, deren
sich die Mg.M. bedient, richtig ist.

Der nach der Drei-Punkte-Methode erhaltene Wert

fiir s weicht von dem Svedbergschen Wert um

etwa 11% nach oben ab.



AUSWERTUNG DER MIT PHILPOT-SVENSSON-OPTIK GEWONNENEN KURVEN

Diese Differenz ist etwas groBer als man sie allein
auf Grund der Ungenauigkeit der beiden Verfahren,
die durch die mittleren Fehler von s ausgedriickt
wird, erwarten diirfte.

Sehr wahrscheinlich sind fiir diese Abweichung in
der Hauptsache systematische MeBfehler bei der
D.P.M. beim Abmessen der Kurvenordinaten Z ver-
antwortlich. Solche systematischen, d. h. die Messun-
gen nur immer in derselben Richtung verfélschenden
MeBfehler, kamen moglicherweise dadurch zustande,
daB die Basislinie bei allen vier nach der D.P.M.
ausgewerteten Gradientenkurven zu hoch gelegt wor-
den war und nicht z. B. bei zweien zu hoch und bei
zweien zu niedrig. Im letzteren Falle hatte es sich um
gewohnliche, zufillige Fehler gehandelt, die sich
weitgehend gegenseitig ausgleichen, wie es bei der
grofleren Anzahl, namlich bei den 22, nach der
Mg.M. ausgewerteten Kurven anzunehmen ist.

Beim Vergleich der nach der Mg.M. und nach der
D.P.M. erhaltenen Werte fiir s/D und D sieht man:

daB s/D bei der D.P.M. erheblich groBer und D

etwas kleiner ist als bei der Mg.M.

Falls — wie oben ausgefithrt wurde — die Sedi-
mentationskonstante s bei der D.P.M. durch syste-
matische Meffehler verfalscht wurde, so gilt dies
auch in dhnlicher Weise fiir die Groen s/D und D .
Trotzdem liegen die Differenzen der Werte fiir s/D,
s und D zwischen der Mg.M. und der D.P.M. noch
inerhalb der Ungenauigkeit beider Verfahren, da
dieser Bereich, wie die Betrachtung der mittleren
Fehler zeigt, ziemlich gro8 ist.

Die in Tab. 4 angegebenen mittleren Fehler von
s/D, s und D wurden bei der Sv.M. und bei der
Mg.M., aus der Streuung der experimentellen Werte
log rmax und Z2,,, um die Ausgleichgeraden berech-
net, bei der D.P.M. aus der Streuung der einzelnen
Werte fiir s/D , s und D um ihren Mittelwert.

Der mittlere Fehler der nach Svedberg be-

stimmten Sedimentationskonstante betragt * 2,7

Prozent.

Dies liegt noch im Rahmen der unter gewéhnli-
chen experimentellen Umstdnden hierfiir iiblichen
Genauigkeit.

Etwa sechsmal groBer ist der mittlere Fehler von

s und s/D bei der Mg.M., namlich * 17 Prozent.

Der Unterschied kommt im wesentlichen daher,
daf} die Sedimentationskonstante mit der MeBgrofe
der Sv. M., r'pnax, eben in garz anderer Weise for-
melméfig zusammenhéngt als mit der MeBgrofe der
Mg.M. Z'.c, und nicht etwa daher, daB r’,,, und
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Z max verschieden genau gemessen worden wiren
(auch die Anzahl der MeBwerte r'pay und Z’p,y ist
nicht sehr wesentlich verschieden). Vielmehr wurden
r'max und Z'p,. mit fast gleicher Genauigkeit be-
stimmt, wie aus der Streuung der Werte log rpax
und Z2,x um die Ausgleichgeraden errechnet wurde.
Es ergab sich nimlich 0,036 cm fiir den mittleren
Fehler von r'p,c und 0,042 cm fiir den mittleren
Fehler von Z',, , also fast das Gleiche.

Es diirfte hiernach ganz allgemein so sein, daf}
man die maximale Ordinate Z'y,; (bei der Mg.M.)
sehr viel genauer als den Abstand .. (bei der
Sv.M.) bestimmen muf}, um die Sedimentations-
konstante s nach der Mg.M. mit derselben Genauig-
keit, d. h. mit gleichem mittlerem Fehler zu erhalten
wie nach der Sv.M.

Es ist anzunehmen, dal} Stérungen, wie z. B. Er-
schiitterungen, Temperatur- und Geschwindigkeits-
Schwankungen oder dhnliches wihrend des Versuchs
hier nur eine untergeordnete Rolle spielten und dafl
die Ungenauigkeit der MeBwerte Z',,, und r’p,y in
erster Linie durch reine MeBfehler verursacht war.
Feinere MeBverfahren als sie hier zur Verfiigung
standen, wiirden vermutlich die Genauigkeit von
Z' max und 7.y gleicherweise erhohen. Schirfere
Gradientenkurven, bei denen sich auch die Basislinie
eindeutiger festlegen laft, wiirden vielleicht vor-
wiegend die Genauigkeit von Z'y,. giinstig beein-
flussen. Es hitten hier die Gradientenkurven durch
Verbesserung einiger experimenteller Umstdnde
wohl um einiges schirfer erhalten werden konnen.
Um s und s/D nach der Mg.M. mit befriedigender
Genauigkeit bestimmen zu konnen, miiflte man aber
vielleicht iiberhaupt schirfere und eindeutigere Kur-
ven haben, als sie dem Philpot-Svensson-
System bisher im allgemeinen eigen sind.

Bei groBlerer Genauigkeit der Messungen von
Z nax als sie hier erreicht wurde wire die Streuung
der Punkte Z%,,; und Z2,,,¢ um die Ausgleich-
geraden geringer. Dies wiirde auch bei graphische.
Bestimmung von s und s/D zu sichereren Ergebnis-
sen fithren, da dann die den Punkten am besten an-
gepaBlite Gerade mit dem Auge leichter zu erkennen
ist.

Die Genauigkeit, die fiir s, s/D und D bei der
Mg.M. erzielt wird, und die Sicherheit bei der gra-
phischen Bestimmung héngt auller davon, wie genau
Z max gemessen wurde, auch noch von der Wahl
moglichst giinstiger Versuchsumstdnde ab. Aller-
dings sind die Moglichkeiten hierbei beschréankt.
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Gleichbleibende Genauigkeit von Z’'p,, voraus-
gesetzt, ergibe sich zum Beispiel fiir s/D ein um so
geringerer prozentualer mittlerer Fehler, je grofer
der Ausdruck (5w?s)/(K D) (d.h. der Ordinaten-
abschnitt der A-Gerade und die Steigung der
g-Gerade) ist.

Darum sollten Versuche mit Philpot-Svens-
s on- Aufnahmen, die nach der Mg. M. ausgewertet
werden sollen, bei nicht allzu niedrigen Konzentra-
tionen (je groBer 4ng, desto kleiner die Konstante
K) und bei so hoher Rotorgeschwindigkeit @ wie
eben noch moglich, ohne dafl dadurch die Sedimen-
tations-Dauer zu kurz wird, durchgefiihrt werden
(bei doppelter Rotorgeschwindigkeit wird der Ordi-
natenabschnitt der h-Gerade viermal grofer).

Im wesentlichen auf Grund des andersartigen
formelmaBigen Zusammenhanges mit der MeBgrof3e
Z'nax konnte die Diffusionskonstante D nach der
Mg.M., im Gegensatz zu s und s/D, aus denselben
MeBwerten Z'y,., vergleichsweise

mit recht guter Genauigkeit, nimlich mit einem

mittleren Fehler von 1,2 Prozent
erhalten werden, also sogar genauer als die Sedi-
mentationskonstante bei der Sv. M.

Die bisherigen Methoden, D aus Sedimentations-
kurven zu berechnen, weisen im allgemeinen erheb-
lich groBere Fehlerbreiten auf.

Eine mit der Ultrazentrifuge nach der Mg.M. be-
stimmte Diffusionskonstante mufl nicht unbedingt
mit der Diffusionskonstante ganz iibereinstimmen,
die man mit einem Diffusionsgerdt erhdlt. Sehr
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wahrscheinlich fithren die Partikeln im Zentrifugal-
feld der Ultrazentrifuge eine etwas andere Brown-
sche Bewegung aus als im Diffusionsgerdt im
Schwerefeld, d.h., daB die Diffusionskonstante in
der Zentrifuge eine andere ist als die bei freier Dif-
fusion gemessene. Falls solche Diskrepanzen beob-
achtet werden, ist fiir die Bestimmung des Mol.-Gew.
nach der Svedberg-Formel die nach der Mg.M.
bestimmte Diffusionskonstante aus der Ultrazentri-
fuge als die richtigere anzusehen, da sie sicher am
ehesten die Voraussetzungen, die bei der Ableitung
der Svedberg-Formel gemacht wurden, erfillt.

Ebenso wie bei der Mg.M. ist auch fiir die Ergeb-
nisse der D.P.M. eine wesentlich groBere Genauig-
keit zu wiinschen als sie hier erreicht wurde. Die
mittleren Fehler der Einzelergebnisse bei der D.P.M.
sollten nur etwa hochstens 1 — 3% betragen. Beson-
ders wichtig ist eine solche moglichst grofle Ge-
nauigkeit, wenn festgestellt werden soll, ob die
untersuchte Substanz einheitlich oder polydispers ist.

Ebenso wie bei der Mg.M. diirften auch bei der
D.P.M. genauere Ergebnisse durch gro3ere Genauig-
keit beim Ausmessen der Kurvenordinaten, d.h.
durch schirfere Gradientenkurven zu erreichen sein.
Auch ein systematischer Fehler infolge einer falsch
gelegten Basislinie wiirde durch groere Scharfe der
Kurve eher vermieden werden.

Unseren ganz besonderen Dank mochten wir Herrn
Dipl.-Math. Jens Kricer aussprechen fiir die wertvolle
Beratung bei der mathematischen Auswertung der ex-
perimentellen Ergebnisse.

Weiterentwicklung der manometrischen Methoden
(Carbonatgemische)

Von Orro WaRBURG und GUNTER KRrIPPAHL

Aus dem Max-Planck-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem
(Z. Naturforschg. 15 b, 364—367 [1960] ; eingegangen am 28. Mirz 1960)

Mit Hilfe neuer Manometriegefdfle ist es moglich geworden, die Zellsuspensionen raumlich von
den Carbonatgemischen zu trennen und den Druckbereich der CO,, den die Gemische konstant halten,
auszudehnen auf ein Gebiet von etwa 0,28 bis 600 mm Wasser. Unter den Anwendungen ist eine sehr
einfache 1-GefifB-Methode zur Messung des Quantenbedarfs der Photosynthese besonders hervor-
zuheben ; ferner die Bestimmung des CO,-Drucks, der zum Ablauf der Chinon- und Ferricyanidreak-

tionen in den griinen Grana notwendig ist.

Die Bicarbonat-Carbonatgemische, die durch das
Gleichgewicht
NaHCO,*
Na,CO,-CO,

den Kohlensiauredruck konstant halten, sind bisher

in der Weise angewendet worden !, dal die Zellen,
z. B. Chlorella, in den Gemischen suspendiert wur-

1 O. WarsurG, Biochem. Z. 100, 230 [1919]; O. Warsurc,
H. Gererck u. K. Briesg, Z. Naturforschg. 6b, 285 [1951]
und 7 b, 141 [1952].



